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摘 要 : 以 se- 聚 赖 气 酸 产量 为 1.60 g/L 的 Streptomyces albulus M-Z18 为 出 发 菌株 ， 利 用 核糖 
体 工程 技术 选 育 具 有 双重 抗生素 抗 性 的 g- 聚 赖 麦 酸 高 产 菌 株 ， 并 对 高 产 菌 株 和 出 发 菌株 的 生 
理 生 化 性 能 进行 比较 。 通 过 链 霉 素 诱 变 成 功 选 育 出 了 1 株 遗 传 稳定 的 ge- 聚 赖 毛 酸 产 生 菌 5. 
albulus S-7，8s- 聚 赖 氨 酸 产 量 为 2.03 g/L; 对 S. albulus S-7 W ELER, RA 1 株 遗 传 稳 
定 的 具有 双重 抗 性 的 E- 聚 赖 氨 酸 产 生 菌 8 albulus SP-14, e-TE LER E X 2.37 g/L, 比 出 发 
菌株 S. albulus M-Z18 We- HARA E T 48.10%。 使 用 链 霉 素 和 马龙 霉 素 选 育 具有 双 
重 抗生素 抗 性 的 s- 聚 赖 气 酸 高 产 菌株 是 一 种 有 效 的 手段 。 
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8- 聚 赖 氨 酸 Ce-Poly-L-lysine, e-PL) 是 由 25-35 个 工 - 赖 氨 酸 (L-Lys) 单 体 经 过 a-COOH 
及 s-NH2 构成 的 酰胺 键 衔接 而 成 。 作 为 一 种 新 型 的 食品 防腐 剂 ，s-PL 有 具备 无 毒 、 抑 菌 谱 广 的 
独特 性 质 ， 可 以 明显 抑制 革 兰 氏 阳 性 菌 、 酵 母 和 真菌 等 的 生长 和 由。 此 外 ，s-PL 还 具有 不 污染 
ve 在 生物 医药 行业 被 广泛 使 用 。s-PL 有 具备 普遍 的 使 用 范围 和 庞大 的 市 场 价值 ， 

一 种 新 型 生物 技术 产品 。 

用 于 产 s-PL 的 野生 型 菌株 有 很 多 ， 如 Streptomyces noursei NRRL 51265 Streptomyces 
griseofuscus HL， 但 这 两 株 菌 的 s-PL 生 产能 力 较 低 ， 分 别 为 0.42 和 0.70 gLPE4， 不 适合 用 作 工 
业 微 生物 ， 必 须 通过 菌 种 改良 提高 目的 代谢 物产 量 才 能 满足 工业 化 的 需求 。 近 年 来 ， 把 物理 
和 化 学 诱 变 用 于 改进 g-PL 产 生 菌 的 措施 很 多 ， 例 如 ， 经 过 硫酸 二 乙 酯 对 Kitasatospora 
sD.PL6-36] 完 成 诱 变 ， 选 育 具 有 AEC 抗 性 的 菌株 ， 最 终 获 得 一 株 突变 菌 MY5-36，s-PL 产 量 为 
1.17 gL， 较 出 发 菌株 高 出 3 倍 。 ee 子 诱 变 和 基因 组 改组 技术 对 s-PL 产 生 菌 进 
ITAR. 例如 ，2012 年 ，Zong 等 经 过 常 压 室温 等 离子 体 诱 变 ， 将 S. albulus A-29 的 s-PL 产 量 
从 0.40 g/L 提高 至 1.59 gL。 经 过 物理 和 化 学 等 措施 能 够 有 效 改善 sPL 产 量 ， 但 这 些 均 为 传统 
育种 方法 ， 不 仅 耗 时 、 耗 力 ， 且 效率 较 低 。 

2007 年 日 本 学 者 Ochi 等 提出 了 一 种 新 型 诱 变 育种 方法 ， 即 核糖 体 工 程 , 该 方法 经 过 构建 
有 具有 相应 抗 性 的 菌 库 ， 挑 选 核 糖 体 突变 的 菌株 ， 进 而 得 到 目的 代谢 物 生 产能 力 改善 的 菌株 。 
1996 年 Ochi 等 中 在 Streptomyces lividans 和 Streptomyces coelicolor A3(2) 菌株 内 引入 链 霉 素 抗 
性 ， 显 著 提 高 放 线 紫红 素 产 量 ;， 2009 年 Wang 等 8 在 Streptomyces coelicolor 中 引入 巴 龙 霉 素 抗 
PE, 显著 提高 了 十 一 烷 基 灵 菌 红 素 和 放 线 菌 紫红 素 的 产量 。 这 些 实验 结果 表明 ,核糖 体 工 程 
是 提高 链 霉 菌 次 级 代谢 物产 量 的 有 效 方法 。 但 是 ,目前 还 未 有 研究 报道 把 链 霉 素 和 巴 龙 霉 素 
同时 引入 产 g-PL 的 菌株 中 。 
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本 文 以 一 株 小 白 链 霉 菌 $ albulus M-Z18 为 出 发 菌株 , 388 5E 5| AER RTE ELZE RE SR DU 
性 提高 菌株 耐 受 抗生素 能 力 的 同时 提高 目的 产物 e-PL 的 产量 , 并 对 高 产 菌株 和 出 发 菌株 的 生 
理 生 化 性 能 进行 比较 。 


l. 材料 与 方法 
1.1 ”材料 
1.1.1 Bf 

本 实验 室 驯化 保存 的 s-PL 产生 菌 S. albulus M-Z18. 
11.2 X 
国体 培养 基 (BTN，gL) : 葡萄 糖 10， 鱼 粉 蛋白 肛 2， 酵 母 粉 1， 琼 脂 20，pH 7.50. 
种 子 培养 基 (M3G, g/L) : 葡萄 糖 0， 酵母 粉 S， 硫 酸 铵 10， 磷 酸 二 氧 钾 1.36， 磷 酸 
AH 0.80， 七 水 合 硫酸 镁 0.50， 七 水 合 硫 酸 锌 0.04， 七 水 合 硫酸 亚 铁 0.03, pH 6.80. 
优化 培养 基 (YP/YG，g/D): 葡萄 糖 30/ 甘 油 60, MARES) 8, BREE 5, 七 水 合 硫酸 镁 0.50, 
磷酸 二 氧 钾 2， 七 水 合 硫酸 锌 0.04， 七 水 合 硫酸 亚 铁 0.03, pH 7.50， 碳 源 为 葡萄 糖 时 缩写 为 
YP, WEK HWN SN YG. 

RSM 培养 基 (g/L): 甘油 60, BARE 10, MRE 5， 七 水 合 硫酸 镁 0.80, BRAH A, 
七 水 合 硫 酸 亚 铁 0.05，pH 6.80。 

所 用 培养 基 均 在 115 高 压 蒸汽 灭 菌 15 min. 
1.2 方法 
12.1 Ja EXC 

取保 藏 于 -80 'C 冰 箱 的 甘油 管 ， 解 冻 后 涂 布 到 固体 平板 ，30 'C 培 养 8 d。 参 照 文 献 [9] 制 
备 单 孢 子 悬 浮 液 。 用 适量 的 无 菌 水 冲洗 固体 平板 上 的 孢子 ,收集 孢子 进行 流 涡 振荡 ， 并 用 纱 
布 过 滤 , 得 到 单 抱 子 沉淀 。 然 后 用 无 菌 水 冲洗 沉淀 至 无 杂质 ,再 调整 抱 子 浓度 为 10° CFU:mL-1 
左右 。 
1.2.2 ”最 小 抑 菌 浓度 (MIC) 的 测定 

W S.albulus M-Z18 的 孢子 悬浮 液 ， 适 当 稀 释 ， 调 整 移 子 浓度 为 105 CFU-mL 左右 ， 涂 
布 到 抗 性 平板 ,每 个 浓度 设置 3 个 平行 。 察 看 菌落 生长 状况 ， 并 记 下 没有 菌落 生长 的 临界 浓 
度 ， 即 抗生素 对 该 菌 的 MIC。 培 养 条 件 : 30 °C 培养 6 d。 
1.2.3 选 育 抗 链 霉 素 的 E-PL 高 产 菌株 

取 菌 株 的 孢子 涂 布 到 含 7-10 mg/L 链 霉 素 的 抗 性 平板 上 ，30 'C 培 养 8-10 do 挑选 直径 较 
大 且 和 孢子 浓密 的 单 菌落 进行 扩 培 ，30 CERE 8 d 后 ， 利 用 高 通 量 体 系 进 行 初 算 U0。 随 后 ， 
对 初 得 结果 进行 统计 并 计算 正 突变 率 (Rp) 和 突变 率 (Ru): 将 产量 较 出 发 菌株 提高 5% 以 
上 的 菌株 记 为 正 突 变 菌 株 P) ,产量 低 于 出 发 菌株 5% 的 菌株 记 为 负 突变 菌 株 CN) 。 随 后 ， 
为 进一步 验证 正 突变 菌株 产量 的 准确 性 ， 对 产量 提升 5% 以 上 的 菌株 进行 摇 瓶 复 算 ， 同 时 计 
FIERA (Rp) 和 突变 率 (Rm) ， 统 计 方 法 同 初 得。 

总 突变 株数 COMO EREK (Rp) 和 突变 率 (Ru) 计算 方法 如 下 : 

M=P+N 

RM =(M/T)x100% 

RP =(P/M)x100% 
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其 中 , T 是 所 挑选 的 所 有 单 菌落 数目 , M 是 总 突变 菌株 的 个 数 , P 是 正 突变 菌株 的 个 数 ， 
N 是 负 突 变 菌株 的 个 数 。 
124 选 育 双 重 抗 性 s-PL 高 产 菌株 
取 S-7 的 孢子 悬浮 液 , 适当 稀释 , 涂 布 到 含有 巴 龙 霉 素 的 抗 性 平板 上 , 30 CH 8-10 d. 
挑选 直径 较 大 且 孢 子 量 丰 富 的 单 菌落 进行 扩 培 , 30 'C 培 养 8 d 后 , 利用 高 通 量 体 系 完 成 初 科 
并 进行 摇 瓶 复 筋 ， 对 初 科 和 复 得 结果 进行 分 析 ， 方 法 同 1.2.3. fo E Om rp f E RE 3 株 
e-PL 双重 抗 性 突变 菌株 。 
1.05 fiu fs 
iin: 用 牙签 刮 取 适 量 的 孢子 ， 接 种 至 含 2 mL YG 培养 基 的 24 深 孔 板 中 。 培 养 条 件 : 
30 "C、200 rmin，96 h。 发 酵 结束 的 样品 ， 通 过 甲 基 橙 法 0 检测 s-PL 浓度 。 
eee 
250 mL 摇 瓶 中 ， 继 续 培养 至 96 h， 检 测 s-PL 浓度 ， 选 出 高 产 菌株 。 
1.3 Ea ae 
1.3.1 固体 培养 基 上 的 菌 丝 形态 
取 M-Z18 和 SP-14 的 孢子 悬浮 液 涂 布 于 固体 培养 基 ，30 C 培 养 至 长 出 白色 菌 丝 ， 扫 描 
电子 显微镜 下 察看 菌 丝 状 态 。 
13.2 固体 培养 基 上 的 孢子 形态 
HY M-Z18 和 SP-14 的 孢子 悬浮 液 涂 布 于 固体 培养 基 ，30 'C 下 培养 至 长 出 孢子 ， 扫 描 电 
子 显微镜 下 察看 孢子 状态 。 
.3.3 液体 培养 基 中 菌 球 形态 
HX M-Z18 和 SP-14 的 孢子 , YG 培养 基 中 培养 24 h, 转 接种 子 液 于 YG 培养 基 继 续 培 养 ， 
设置 多 个 取样 点 观察 菌 球形 成 和 裂解 的 情况 ， 普 通 光 学 显微镜 下 察看 菌 球 状态 。 
1.3.4 抵抗 抗生素 能 力 
HX M-Z18 和 SP-14 的 孢子 ， 进 行 适 宜 稀释 ， 使 其 浓度 为 105 CFU mL! 左右 ， 涂 布 于 抗 
性 平板 ，30 "CC 培养， 察看 菌落 生长 状况 。 
13.5 ”不同 培养 基 对 g-PL 摇 瓶 发 酵 产 量 的 影响 
HX M-Z18 和 SP-14 的 孢子 ，M3G、YG、YP 和 RSM 四 种 培养 基 中 培养 4d， 各 设置 三 
个 平行 ， 对 比 高 产 菌株 和 出 发 菌株 的 s-PL 摇 瓶 发 酵 产 量 。 
13.6 BR RRR BARBER 
HX M-Z18 和 SP-14 的 孢子 ， 接 种 于 YG 培养 基 ，30 '‘C、200 rmin1 培 养 1 d， 转 接 至 
YG 培养 基 发 酵 3 d， 对 发 酵 过 程 的 pH、 上 甘油 消耗 、 菌 体 干 重 以 及 ge-PL 浓度 进行 分 析 比 较 。 
1.3.7 g-PL 代谢 途径 关键 酶 活力 测定 
HX M-Z18 和 SP-14 的 孢子 分 别 接种 至 含 YG 培养 基 中 。48h 后 ， 取 菌 液 离心 ，4500xg、 
15 min， 收 集 菌 体 ， 用 0.20% 的 KCI 洗涤 菌 体 并 离心 ，4500xg、15 min, xpo, USED 
体 悬 浮 于 100 mmol/LTris-HCl (pH 7.50) 中 ， 其 中 1g 菌 体 需要 5 倍 的 缓冲 液 。 菌 体 经 超声 破 
碎 后 进行 离心 ，12000xg、20 min， 上 清 即 为 粗 酶 液 。 磷 酸 成 糖 PPP) 途径 关键 酶 6- 磷 酸 
葡萄 糖 脱氧 酶 (G6PDH) 、 糖 酵 解 (EMP) 途径 及 三 羧 酸 (TCA) 循环 关键 酶 丙酮 酸 激酶 
(PK) 和 柠檬 酸 合 酶 CS) 、 回 补 途 径 关键 酶 磷酸 烯 醇 式 丙 酮 酸 羧 化 酶 (PEPC ) 与 丙酮 酸 
PRUE (PYC) 、 二 氨基 庚 二 酸 (DAP) 途径 天 冬 氢 酸 激酶 CASK) 、 以 及 s-PL 合成 途径 
关键 酶 s-PL 合成 酶 ， 酶 活力 检测 方法 参考 文献 [12]。 
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2， 结 果 与 分 析 

21 抗生素 最 小 抑 菌 浓度 (MIC) 

图 1 (1) 是 S.albulus M-Z18 在 含有 不 同 浓度 链 霉 素 的 固体 平板 上 的 菌落 生长 情况 ， 在 
不 加 抗生素 的 平板 上 (图 1 (1) A) ， 菌 株 生 长 6 天 孢子 较为 浓密 ; 在 抗生素 浓度 为 mg/L 
时 (图 1 COD B) ， 平 板 上 呈现 出 稀 玻 的 菌落 ， 且 菌落 的 孢子 颜色 较 浅 ， 说 明 抗 生 素 抑制 了 
菌 的 生长 ; 继续 增加 抗生素 的 浓度 ， 明 显 地 看 到 菌落 数目 呈现 递减 趋势 ， 且 看 不 到 孢子 的 形 
成 。 当 链 霉 素 的 浓度 为 6mgL (图 1 (1) DO 时 ， 菌 株 的 生长 被 完全 抑制 ， 因 此 确定 链 霉 
素 对 M-Z18 的 最 小 抑 菌 浓 度 为 6 mg/L。 相 同方 法 测定 Par 的 最 小 抑 菌 浓度 ， 图 1 (2) 是 

M-Z18 在 含有 不 同 浓度 巴 龙 霉 素 的 固体 平板 上 的 菌落 生长 情况 ， 当 巴 龙 霉 素 浓度 为 6mg/L 
(图 1 (2) B) 时 ， 与 对 照 组 图 1 (2) A 相 比 ，M-Z18 的 生长 受到 了 明显 的 抑制 ， 菌 落 数 
目 很 少 且 不 长 孢子 ， 当 浓度 为 9mgL 时 (图 1 (2) CO 平板 上 几乎 没有 单 菌 落 的 存在 ， 因 
EAEEREN M-Z18 的 最 小 抑 菌 浓度 为 9 mg/L. 


= 


r aA ro x 
L4 b ak 4 


图 1 S.albulus M-Z18 在 不 同 浓度 链 霉 素 和 巴 龙 霉 素 的 固体 平板 上 的 生长 情况 
Fig.1 The growth of S.albulus M-Z18 on solid plate contained with different streptomycin and paromomycin 
concentration on 6 day 
YE: (1) A: Omg/L; B: 2 mg/L; C: 4 mg/L; D: 6mg/L; (2) A: Omg/L; B: 6mg/L; C: 9 mg/L; 
D: 10 mg/L; 


22 ikBIibSXHy-PL 高 产 菌株 

将 S.albulus M-Z18 孢子 涂 布 在 含有 链 霉 素 的 平板 上 ，30 'C 培 养 8 d， 从 平板 上 共 挑 出 
112 株 菌 ， 为 构建 的 菌 库 。 经 过 高 通 量 体 系 的 初 得 和 摇 瓶 复 得 验证， 发 现 23 株 菌 产量 发 生 
改善 ， 获 得 了 54.76% 的 正 突变 率 ( 表 2) ; 目的 产物 摇 瓶 平均 产量 为 1.95+0.10 gL， 相 比 于 
出 发 菌株 S.albulus M-Z18 提高 了 21.88%， 获得 一 株 突变 菌株 S-7, 产量 为 2.03+0.10 g/L C 
15s 

对 初 第 和 复 入 的 突变 结果 进行 统计 分 析 ， 从 表 2 可 以 看 出 , 利用 链 霉 素 抗 性 筛选 突变 菌 
株 ， 初 得 的 突变 率 可 以 达到 40.18%〔 选 取 高 于 和 低 于 出 发 菌株 产量 5% 的 作为 突变 菌株 ) ， 
正 突 变 率 达到 57.78%。 随 后 ， 对 初 得 获得 的 正 突变 菌株 进行 摇 瓶 复 筛 ， 验 证 正 突变 菌株 的 
发 酵 水 平 。 复 得 的 结果 表明 正 突变 率 仍 然 很 高 ， 达 到 了 54.76%。 与 利用 常 压 室温 等 离子 体 
诱 变 成 源 链 霉菌 03 达 到 的 最 高 正 突 变 率 32% 相 比 ， 通 过 链 霉 素 抗 性 对 小 白 链 霉菌 S. albulus 
M-Z18 进行 菌 种 选 育 获得 的 正 突变 率 高 出 前 者 约 20%， 这 说 明 ， 利 用 核糖 体 工 程 选 育 具 有 
链 霉 素 抗 性 的 s-PL 高 产 菌株 效率 更 高 ， 更 易 获得 正 突变 菌株 。 

链 霍 素 抗 性 突变 主要 发 生 在 核糖 体 S12 RAE, 如 K88R 和 R86H EREN, 为 了 i 
步 了 解 链 霉 素 突 变 菌 株 的 高 产 机 制 ， 有 学 者 对 高 产 突 变 菌株 的 核糖 体 进行 研究 , 结果 发 现在 
低 镁 离子 浓度 下 核糖 体 70S 复合 体 的 稳定 性 显著 提高 ， 与 核糖 体 -mRNA-tRNA 终止 复合 体 
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解 离 密切 相关 的 核糖 体循环 因子 表达 水 平 也 明显 上 升 了 , 核糖 体循环 因子 水 平 的 提高 导致 了 
高 产 突变 菌株 生长 稳定 期 后 期 异常 增强 的 蛋白 合成 活性 ， 最 终 使 目的 代谢 物 超 量 表达 0519。 
23 选 育 双 重 抗 性 s-PL 高 产 菌株 

将 S-7 的 孢子 涂 布 在 含 巴 龙 霉 素 的 固体 培养 基 上 ， 抗 生 素 的 浓度 为 9-36 mg/L, 30 “CHR 
养 8 d。 结 果 发 现 ， 抗 性 平板 上 长 出 的 单 菌落 只 有 菌 丝 不 长 孢子 甚至 有 不 长 菌 丝 的 现象 ， 这 
说 明 筛 选 所 用 的 抗生素 浓度 过 高 ,严重 抑制 了 菌株 的 生长 。 抗 性 平板 浓度 的 设 定 应 该 保证 两 
点 ， 既 要 对 菌株 有 抑制 作用 ， 又 必须 确保 该 浓度 下 存在 生长 较 好 的 菌落 01。 因此 ， 对 巴 龙 
霉 素 请 度 进行 调整 ， 如 图 2 所 示 ， 菌 株 S-7 在 不 加 抗生素 的 平板 上 CAO AK BCE Af PK 
密 ， 随 着 抗生素 浓度 的 增加 ， 平板 上 菌落 数目 逐渐 减少 ， 同 时 伴随 着 长 息 子 能 力 降低 ， 当 抗 
性 浓度 为 6.3 mg/L (E) 时 ， 部 分 菌落 长 出 孢子 ， 而 在 抗 性 浓度 为 8.1 mg/L CF) 时 ， 所 有 的 
菌落 都 未 长 孢子 。 工 业 微生物 的 重要 特质 是 要 具有 遗传 稳定 性 ,在 菌 种 选 育 时 ,应 以 菌株 的 
遗传 稳定 性 为 前 提 , 提高 菌株 的 产量 .根据 图 2 结果 , 确定 筛选 所 用 巴 龙 霍 素 浓度 为 4.5 mg/L 
和 6.3 mg/L. 


2 S.albulus S-7 在 不 同 浓度 巴 龙 霉 素 的 固体 平板 上 的 生长 
Fig.2 The growth of S. albulus S-7 on solid plate contained with different paromomycin concentration on 6" 
day 
YE: A: 0 mg/L; B: 0.9 mg/L; C: 2.7 mg/L; D: 4.5 mg/L; E: 6.3 mg/L; F: 8.1 mg/L 


从 抗 性 平板 上 共 挑 选单 菌落 61 PR, ZORA PS Mia, ACH 6 株 菌 
e-PL 产量 得 到 改善 ， 正 突变 率 为 31.58% (#2) ; 目的 产物 摇 瓶 平均 产量 为 2.30+0.10 g/L, 
比 出 发 菌株 S-7 提高 了 13.30%， 获 得 一 株 突变 菌株 SP-14， 产 量 为 2.37+0.10 g/L R 1) 。 
AY, lit BERRA MEER) 菌株 的 正 突变 率 (31.5890) Hh HERR) 菌株 正 突 
变 率 〈54.76%) 低 ， 这 说 明 双 重 抗 性 有 登 加 可 以 进一步 提高 s-PL 产量 ， 但 突变 菌株 s-PL 产量 
提高 的 效率 可 能 随 着 其 抗 性 的 增加 而 降低 。 但 是 与 化 学 诱 变 08 达 到 的 16.67% 的 正 突变 率 相 
比 ， 通 过 释 加 抗生素 抗 性 获得 s-PL 高 产 菌 的 正 突 变 率 仍然 很 高 。 

de 1 筛选 抗 性 菌株 结果 统计 


Table 1 The statistical data of screening the drug-resistant mutants experiment 
Cg.LD) (gL!) 
筛选 链 霉 素 抗 性 菌株  M-Z18 (1.60 g/L) — EER: 7-10 mg/L 1.9540.10 — 2.0340.10 
筛选 双重 抗 性 菌株 S-7 (2.03 g/L) ELMER: 4.5-6.3 mg/L  2.30+0.10 2.37+40.10 


筛选 方法 出 发 菌株 筛选 浓度 
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表 2 突变 结果 统计 


Table 2 The statistical data of mutation results 
突变 率 Rw — 正 突变 率 Rr 


筛选 过 程 REAM) TERA P) ”总 菌落 数 CT) 


(%) (%) 

px s vp 45 26 112 40.18 57.78 
链 霉 素 复 得 42 23 112 37.50 54.76 
双重 抗 性 初 得 19 7 61 31.15 36.84 
HEPER fi 18 6 6l 29.51 31.58 


Wang 等 09 研 究 发 现 巴 龙 霉 素 抗 性 可 以 导致 rpsl 基因 发 生 突变 ,在 天 蓝 色 链 霉菌 核糖 体 
蛋白 S12 的 92 位 点 插入 一 个 甘氨酸 残 基 。 这 种 插入 突变 (G2) 导致 巴 龙 霍 素 抗 性 水 平 增 
加 20 倍 ， 同 时 使 抗生素 超 量 表达 。 这 表明 添加 巴 龙 霍 素 可 以 作为 一 种 手段 提高 菌株 目的 产 
物产 量 。 
2.4 高 低产 菌株 生理 生化 性 能 差异 分 析 
241 菌 丝 和 和 孢子 形态 

以 S.albulus M-Z18 为 出 发 菌株 ， 获 得 双重 抗 性 菌株 SP-14，2 株 菌 的 菌 丝 和 和 孢子 形态 如 
图 3。 从 图 中 看 出 M-Z18 (A-1) 的 菌 丝 表 面 有 很 多 小 的 圆 的 吉 泡 ，SP-14 (B-1) 的 菌 丝 表 
面 也 存在 很 多 小 的 白色 的 颗粒 状 物 质 ， 但 这 些 颗 粒状 物质 在 菌 丝 形成 孢子 后 才 逐 渐 长 成 囊 
泡 。 这 一 差异 是 由 于 SP-14 诱 变 后 ， 生 长 速率 受到 了 影响 ， 在 相同 生长 时 间 内 SP-14 菌 丝 表 
MERER, BEÆRET, WATR. HEF M-Z18，SP-14 的 菌 丝 有 
FERR. 

比较 2 株 菌 的 孢子 形态 ， 从 图 3 可 以 看 出 ，M-Z18 (A-2) 的 孢子 表面 刺 少 且 小 ，SP-14 
(B-2) 的 孢子 表面 有 分 布 均匀 的 刺 状 物 ， 根 据 刺 的 形状 ， 属 尖 型 针 状 凸 起 2。 此 外 ， 孢 子 
数 也 存在 差别 ，M-Z18 的 孢子 密集 ， 而 SP-14 (B-2) 的 孢子 数 减 少 ， 说 明 诱 变 后 菌株 长 孢 
子 能 力 减弱 。 


图 3 S.albulus M-Z18 (A) 和 SP-14 CB) 在 固体 平板 上 的 菌 丝 以 及 孢子 形态 差异 
Fig.3 Comparison of S. albulus M-Z18 and SP-14 on mycelium and spore morphology 
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242 BRUAZH 

为 了 进一步 了 解 发 酵 过 程 中 菌 体 表现 出 的 不 同 生 长 状态 , 观察 YG 培养 基 中 不 同时 间 点 
M-Z18 和 SP-14 的 菌 球形 态 。 不 同 的 菌 球形 态 会 影响 菌株 发 酵 过 程 的 氧气 和 养料 成 分 获取 。 
从 图 4 可知, SP-14 在 24 h 时 菌 体 呈 线 型 , M-Z18 已 形成 菌 球 , 说 明 SP-14 的 生长 速率 减 慢 。 
培养 48h 后 , 2 株 菌 均 呈 现 出 各 自 的 菌 球 形态 ，SP-14 的 菌 球 比 M-Z18 略 小 ， 菌 球 中 心 占 的 
体积 较 小 且 呈 空心 状 ，M-Z18 的 菌 球 中 心 呈 黑色 ， 这 意味 着 突变 后 菌株 的 生长 受到 的 影响 。 
从 图 4 中 的 A-96 可 以 清楚 的 看 到 ，M-Z18 此 时 呈现 出 裂解 现象 ， 有 很 多 断裂 的 菌 丝 ， 菌 球 
形态 已 经 不 完整 ， 而 SP-14 (B-96) 的 菌 球形 态 相 比 于 48 hp， 仍 然 保 留 较为 完整 ， 只 是 菌 球 
中 心 部 分 的 体积 变 小 了 。 相 比 于 最 早 形成 菌 球 的 M-Z18，SP-14 生长 缓慢 ， 这 和 图 3 的 结果 
具有 相关 性 ， 相 同 培养 条 件 和 生长 时 间 ，SP-14 的 孢子 数 和 长 孢子 能 力 低 于 M-Z18。 

有 学 者 探讨 并 研究 了 菌 体 在 不 同 碳 氮 源 以 及 碳 毛 比例 时 呈现 出 的 不 同 菌 球 形态 。 结 果 表 
H, 菌 球形 态 的 差异 会 导致 发 酵 液 流 变性 有 差别 , 而 发 酵 液 的 流 变性 对 营养 物质 和 氧 的 传递 
又 会 造成 影响 ， 进 而 影响 代谢 ， 最 终 对 目的 产物 的 合成 造成 不 同 的 影响 PC0。 此 外 ， 在 发 酵 
中 后 期 ， 当 菌 球 保持 一 定 体积 的 球 核 时 ， 对 合成 目的 产物 十 分 有 利 。SP-14 的 优势 在 于 后 期 
仍 保持 较为 完整 的 菌 球形 态 ， 使 菌株 持续 发 酵 产 能 。 


4 S.albulus M-Z18 CA) 和 SP-14 (B) 在 扬 瓶 中 发 醇 过 程 中 不 同时 间 点 菌 体形 态 比较 (100x) 
Fig.4 Comparison of S.albulus M-Z18 and SP-14 on pellet morphology at different time during fermentation 
(100x) 


2.4.3 ”抵抗 抗生素 能 力 

通过 核糖 体 工 程 技术 对 菌株 S.albulus M-Z18 进行 选 育 ， 获 得 了 有 具有 链 霉 素 抗 性 和 链 霉 
素 巴 龙 霉 素 抗 性 的 菌株 。 研 究 结 果 发 现 ， 这 些 诱 变 菌株 的 s-PL 合成 能 力 得 到 提升 的 同时 ， 

菌株 自身 对 于 其 他 种 类 抗生素 的 耐 受 能 力也 会 发 生变 化 ,很 多 学 者 的 研究 也 曾 证 实 了 该 种 现 
象 。 文 中 对 S.albulus M-Z18、S-7 和 SP-14 以 及 实验 中 涉及 的 其 他 抗 性 菌株 进行 抗生素 耐 受 
能 力 测定 。 察 看 菌株 在 不 同 抗生素 浓度 的 固体 平板 上 的 生长 状况 ， 获 得 各 菌株 抗 性 。 
AR 3 中 可 以 发 现 : G) 菌株 的 真实 抗 性 水 平均 高 于 对 菌株 筛选 时 所 加 抗生素 浓度 ， 

这 是 因为 菌株 在 发 生 抗 性 突变 后 ， 自 身 耐 受 抗生素 能 力 进一步 得 到 提升 ;2) 在 巴 龙 霉 素 
抗 性 筛选 过 程 中 , 发 现 巴 龙 霉 素 对 苗 株 的 生长 抑制 作用 较 强 ， 当 选用 和 链 霉 素 一 样 的 筛选 策 
略 进行 抗生素 浓度 确定 时 , 在 巴 龙 霍 素 抗 性 平板 上 无 菌落 和 孢子 形成 ,因此 设计 如 图 2 所 示 
的 第 选 方案 ,结果 表明 ,虽然 在 较 低 筛选 浓度 下 获得 突变 菌株 ,但 从 表 中 数据 可 以 发 现 突变 
菌株 的 真实 抗 性 仍 发 生 了 很 大 变化 G) 对 菌株 受 加 抗生素 链 霉 素 之 后 ， 其 耐 受 巴 龙 霉 素 
的 能 力也 得 到 了 提升 ， 同 样 的 ， 受 加 巴 龙 霉 素 则 菌株 耐 受 链 霉 素 能 力也 增强 ， 说 明 菌 株 诱 变 
之 后 ， 其 抵抗 不 同 抗生素 的 能 力 会 同时 得 到 提升 。 


201805.00424v1 


chinaXiv 


SP-14 


出 发 菌 


出 发 菌 
M-Z18 
M-Z18 
M-Z18 
S-7 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


表 3 菌株 抗 性 
Table 3 the drug-resistance of the strains used in this study 

筛选 抗生素 浓度 e-PL 产量 抗 性 Cmg-L!) 
Cmg-L!) (gL!) Str Par 
1.60 6.00 9.00 
6.00 (HEBER) 2.03 7.00 15.00 
6.00 (HERE ) 2.03 7.00 15.00 
6.00 (HEHE) 2.02 7.00 15.00 
10.50 CE17E SERO 2.20 25.00 20.00 
7.50 (EER) 2.37 40.00 28.00 


S-7 


244 不 同 培养 基 对 g-PL 发 酵 产 量 的 影响 
在 育种 工作 中 , 一 般 经 过 改造 的 高 产 菌 株 由 于 目标 代谢 产物 产量 出 现 较 大 提升 , 营养 需 
求 上 往往 也 会 发 生 较 大 改变 。 对比 M-Z18、SP-14 在 本 实验 室 现 有 的 四 种 培养 基 M3G. RSM, 


YG 和 YP PAH 


瓶 发 酵 产 量 ， 考 察 菌株 营养 需求 的 变化 。 
从 图 5 可 以 看 出 ，SP-14 在 不 同 培养 基 上 s-PL 产量 差距 情况 (YG 培养 基 >RSM 培养 基 
>YP 培养 基 >M3G 培养 基 ) 与 出 发 菌株 M-Z18 (RSM RAR > YG HIS VP 培养 基 > 


M3G 培养 基 ) 存在 不 同 ，M-Z18 在 RSM 培养 基 中 产量 最 高 为 1.59 g/L, I tk SP-14 在 


YG 培养 基 中 产量 最 高 


为 2.32 gL。 这 可 能 是 由 于 菌株 SP-14 经 过 两 轮 的 育种 改造 ， 内 部 的 


s-PL 合成 途径 与 出 发 菌株 有 了 较 大 不 同 ，SP-14 在 每 一 种 培养 基 中 gs-PL 发 酵 产 量 都 高 于 
M-Z18， 这 说 明 s-PL 合成 能 力 得 到 了 加 强 。 


e-PL 浓度 (gL) 
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M-Z18 
图 5 S.albulus M-Z18 和 SP-14 在 不 同 培养 基 中 发 酵 *PL 产量 对 比 
Fig.5 Comparison the z-PL production of S.albulus M-Z18 and SP-14 at different medium 


24.5 播 瓶 自 然 发 酵 过 程 比较 
摇 瓶 产量 约 1.60 gL， 遗 传 性 状 稳定 。 本 研究 以 优良 菌株 M-Z18 


菌株 S.albulus M-Z18 
为 基础 ， 利 用 核糖 体 ] 


SP-14。 为 了 更 好 的 认识 出 发 菌株 M-Z18 与 SP-14 的 区 别 ， 


(YG 培养 基 ) ， 对 比 相关 参数 ， 主 要 包括 pH、 底 物 甘 } 
结果 如 图 6 所 示 : 测定 参数 的 变化 基本 呈 相 同 趋势 。pH 值 在 20-40 h 内 急剧 下 降 ， 由 


SP-14 


[ 程 育种 技术 ， 得 到 了 一 株 s-PL 摇 瓶 产量 达到 了 2.37 g/L 的 S.albulus 


将 这 两 株 菌 进行 了 摇 瓶 自然 发 酵 
的 消耗 、 菌 体 干 重 以 及 s-PL 产量 。 


最 初 的 7.5 BEN 4.0 左右 ， 此 后 pH 值 开 始 缓慢 下 降 ， 整 个 过 程 中 SP-14 与 出 发 菌株 M-Z18 
的 pH 值 无 明显 的 差别 ， 两 株 菌 甘油 的 量变 化 趋势 相同 ，S.albulus M-Z18 的 消耗 速度 略 高 于 
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SP-14， 是 由 于 突变 菌株 SP-14 经 过 多 轮 的 诱 变 后 生长 受到 影响 ，S.albulus M-Z18 的 菌 体 干 
3E (在 66 h 时 达到 最 大 值 6.26 g/L) 高 于 SP-14; 从 图 中 可 以 看 出 两 株 菌 发 酵 24h 时 还 未 合 
成 产物 ， 发 酵 30h 后 可 以 检测 到 s-PL 的 浓度 ， 从 和 斜率 可 以 看 出 ，SP-14 合成 e-PL 的 速率 一 
Him td M-Z18， 这 可 能 得 益 于 SP-14 的 s-PL 合成 途径 发 生 了 变化 ，s-PL 合成 能 力 加 强 。 
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图 6 S.albulus M-Z18 和 SP-14 摇 瓶 自然 发 酵 比 较 
Fig.6 The shake flask fermentation comparison between S.albulus M-Z18 and SP-14 


2.4.6 £-PL 合成 相关 的 中 心 碳 代谢 途径 中 关键 酶 酶 活性 分 析 
对 M-Z18 进行 抗生素 诱 变 后 ， 获 得 高 产 菌株 SP-14， 其 s-PL 产量 提升 了 48.10%。 为 了 
从 生理 代谢 水 平 进一步 探究 SP-14 的 高 产 机 制 ， 因 而 对 以 下 关键 酶 酶 活 进行 了 初步 研究 ， 这 
些 关键 酶 均 存 在 于 和 s-PL 合成 相关 的 核心 碳 代 谢 途 径 中 。 
磷酸 成 糖 CPPP) 途径 的 碳 代 谢 为 菌 体 细胞 生长 和 代谢 物 合成 提供 戊 糖 和 还 原 NADPH, 
G6PDH 是 PPP 途径 的 第 一 个 限 速 酶 。 从 图 7A 可 知 ， 相 比 于 M-Z18， 菌 株 SP-14 表现 出 了 
更 高 的 酶 活力 ， 这 说 明 菌 株 SP-14 可 以 合成 更 多 的 成 糖 ， 有 利于 菌 体 细胞 的 生长 。 因 此 可 以 
通过 改造 菌株 强化 PPP 途径 关键 酶 活力 来 提升 该 途径 的 代谢 能 
= EMP 途径 代谢 末端 产物 丙酮 酸 是 随后 TCA 循环 所 需 的 碳 骨 架 。 而 关键 酶 PK 的 活力 直 
o 接 关 系 到 这 些 碳 骨架 进入 TCA 循环 的 通 量 大 小 。 如 图 7A 所 示 ， 相 比 于 M-Z18， 抗 性 菌株 
SP-14 的 PK 活力 高 出 了 2 倍 左右 ， 因 此 可 通过 强化 EMP 途径 代谢 能 力 为 TCA 循环 提供 更 
多 的 碳 骨 架 。TCA 循环 主要 用 于 合成 NADH 和 FADH2， 并 为 其 他 代谢 产物 合成 前 体 ， 如 
前 体 L-Lys 合成 所 需 的 草 酰 乙酸 。 从 图 7A 可 知 ， 相 比 于 M-Z18, SP-14 的 CS 活力 高 出 了 

1.70 倍 左右 ， 有 助 于 细胞 合成 更 多 的 NADH 用 于 呼吸 产能 。 
草 酰 乙酸 是 L-Lys 合成 的 碳 骨 架 前 体 ， 在 g-PL 合成 中 大 量 的 L-Lys 会 被 消耗 ， 因 此 细 
胞 胞 内 草 酰 乙酸 是 相对 稀缺 的 。 但 TCA 循环 净 产 出 物质 并 不 包括 草 酰 乙酸 ， 所 以 细胞 需要 
通过 PEPC 与 PYC 来 进行 回 补 。 从 图 7A 可 以 发 现 ,SP-14 的 PEPC 以 及 PYC 活力 均 比 M-Z18 

有 所 提高 ， 说 明 SP-14 细胞 对 草 酰 乙酸 的 回 补 能 力 更 强 ， 这 有 利于 前 体 L-Lys 合成 

细菌 中 L-Lys 是 由 工 -天 冬 氮 酸 (L-Asp) 经 DAP 途径 合成 ， 而 该 途径 又 是 由 ASK 催化 
的 L-Asp 磷酸 化 作用 开始 的 。 所 以 ，ASK 作为 DAP 途径 关键 酶 直接 影响 着 L-Lys 的 供应 能 
力 。 如 图 7A 所 示 ，SP-14 的 ASK 活力 提升 了 2 倍 ， 推 测 突变 菌株 细胞 有 很 强 的 L-Lys 合成 
代谢 能 力 ， 为 s-PL 的 合成 供应 大 量 的 L-Lys。 为 验证 这 一 推测 ， 对 菌株 的 胞 内 L-Lys 含量 进 
行 检 测 。 由 于 s-PL 是 由 工 -Lys 聚合 而 成 的 ， 所 以 s-PL 合成 酶 的 酶 活 通过 单位 时 间 内 L-Lys 


a 


的 减少 量 来 定义 。 图 7B 显示 的 是 出 发 菌株 S.albulus M-Z18 和 突变 菌株 SP-14 的 Pls 酶 活 。 
从 图 中 可 以 看 出 , 高 产 突 变 菌株 的 Pls 酶 活 明 显 高 于 出 发 菌株 M-Z18, 所 以 ,ASK 可 以 为 -PL 
的 合成 提供 大 量 的 L-Lys， 用 于 合成 目的 产物 。 
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Fig.7 Enzymatic activity of S.albulus M-Z18 and SP-14 during fermentation in 250 mL shake flask 


3. fiit 


本 文 的 研究 是 基于 核糖 体 工程 进行 的 菌株 改良 , 3L fS A AE TA 
素 完成 抗 性 第 选 ,获得 突变 菌株 S.albulus S-7 和 SP-14, e-PL 摇 瓶 产量 分 别 为 2.03 g/L 和 2.37 
gL， 较 出 发 菌株 M-Z18 分 别提 高 了 26.90% 和 48.10%。 其 中 ， 对 单 重 抗 性 菌株 S-7 BOE 
龙 霉 素 后 ， 获 得 双重 抗 性 突变 菌株 SP-14， 其 s-PL 的 产量 显著 提高 ， 可 能 是 巴 龙 考 素 引入 的 
突变 与 链 霉 素 引 入 的 突变 相 结合 , 突变 体 SP-14 比 S-7 在 稳定 期 后 期 积累 更 高 水 平 的 核糖 体 
循环 因子 , 高 水 平 的 核糖 体循环 因子 也 是 具有 高 水 平 的 蛋白 合成 活性 的 基础 , 该 结果 表明 了 
引入 多 重 抗 性 突变 对 改善 代谢 物产 量 的 有 效 性 。 对 S.albulus M-Z18 和 SP-14 的 生理 生化 性 
能 进行 研究 ， 发 现 诱 变 后 的 菌株 菌 丝 、 和 孢子 以 及 菌 球形 态 均 发 生 了 不 同 程度 的 变化 。 测 试 不 
同 培养 基 中 摇 瓶 发 酵 后 的 s-PL 产量 ， 结 果 表 明 ， 突 变 菌 株 的 营养 需求 发 生 了 变化 ， 最 有 利 
于 产 s-PL 的 培养 基 是 优化 培养 基 CYGO 。 此 外 对 与 菌 体 生长 和 s-PL 合成 相关 的 关键 酶 进行 
了 研究 ， 结 果 表 明 高 产 菌株 较 出 发 菌株 的 G6PDH、PK、PEPC、CS、PYC、ASK 和 Pls 酶 
活性 均 呈 现 不 同 幅度 的 提升 。 这 表明 , 能 够 通过 改善 菌株 耐 受 抗生素 的 能 力 以 及 胎 加 抗生素 
抗 性 对 低产 菌株 改造 ， 达 到 强化 小 白 链 霉菌 中 与 s-PL 合成 相关 的 代谢 能 力 的 目标 。 
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Breeding and physiological characteristics of z-polylysine 
high-producing strain with double antibiotic resistance 


ZHAO Jun-jie, ZHANG Long, WANG Liang, CHEN Xu-sheng, MAO Zhong-gui* 
(Key Lab of Industrial Biotechnology, of Education, School of Biotechnology, Jiangnan University, Wuxi 214122, China) 


Abstract: Streptomyces albulus M-Z18 with 1.60 g/L yield of e-Poly-L-lysine was used as initial 
strain to screen high-yield mutant, then compared the physiological and biochemical properties of 
high-yield mutant with M-Z18.The ribosomal engineering technology was used to breed the 
high-yield mutant with double antibiotic resistance. A genetically stable strain named S-7, was 
successfully screened by streptomycin mutagenesis. The e-Poly-L-lysine yield of S-7 was 2.03 g/L. 
S-7 was used as initial strain to screen mutant with paromomycin, and obtained SP-14, with 2.37 
g/L yield of ¢-Poly-L-lysine. The use of streptomycin and paromomycin to breed high-yield 
mutant with high antibiotic resistance is an effective method. 

Keyword: fermentation engineering ; physiological and biochemical property ; double drug 


resistance; s-poly-L-lysine 


